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R E S U M E N
El castaño (Castanea sativa) es una especie de gran importancia económica y social en la región del Norte de Portugal. 
Uno de los mayores obstáculos en el aumento de la producción de castaña está relacionada con la presencia de factores 
bióticos como la antigua y conocida enfermedad de la Tinta y más recientemente con el chancro que provoca elevada 
mortalidad en los castaños. No hay sustancias químicas capaces de bloquear el desarrollo del chancro del castaño y 
todos los medios de lucha cultural mostraron baja eficacia. La hipovirulencia es el medio de lucha biológica y la manera 
más ventajosa para parar la enfermedad en Europa. El método mostro una elevada capacidad de cura en los chancros 
y la recuperación completa de los castaños atacados. El mecanismo molecular de hipovirulencia está asociado a la pre-
sencia en el hongo parasítico del virus dsRNA denominado Hypovirus (CHV). En Sergude (Minho) en una parcela con 
todos los árboles atacados por C. parasitica se verifico en un periodo de 3 – 4 años la remisión natural de los chancros 
llevando a la recuperación de los árboles enfermos. Conocer los mecanismos implicados en la expresión de la hipoviru-
lencia y los factores asociados a su dispersión natural fue el objeto de este trabajo. Se estudió la estructura poblacional 
de C. parasitica presente en la parcela así como la micoflora epifítica y endofítica asociada. 
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A B S T R A C T
Chestnut (Castanea sativa) is a species of great economic and social importance in the Northern region of Portugal. One 
of the biggest barriers to increased nut production is related to the presence of biotic factors such as the old and familiar 
Ink Disease and more recently the Chestnut Blight that is causing high mortality in chestnut. In the absence of chemical 
fungicides capable of stopping the development of the Chestnut Blight and considering the reduced effectiveness of 
other mitigation measures, hypovirulence is the most advantageous way to control the disease in Europe. The method 
showed high ability to heal the cankers and promote the complete recovery of chestnut. The molecular mechanism 
of hypovirulence is associated with the presence of dsRNA virus of the genus Hypovirus. In Sergude (Minho) in a 
chestnut grove with all trees attacked by C. parasitica in a period of 3-4 years occurred the natural remission of cankers 
leading to the recovery of diseased trees. Our objective was to understand the mechanisms involved in the expression 
of hypovirulence and factors associated with its natural dispersion . We studied the population structure of C. parasitica 
present in chestnut and associated epiphytic and endophytic mycoflora 
Keywords: chestnut blight, C. parasitica, epiphytic and endophytic mycoflora, natural spread of hipovirulence
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Introducción 
El castaño europeo pertenece a la familia Fagace-
ae y su nombre científico es Castanea sativa Mill. El 
castaño es una especie de gran importancia econó-
mica y social en la región Norte de Portugal. Una 
de las mayores barreras en el aumento de la pro-
ducción de la castaña está relacionada con la pre-
sencia de factores bióticos como la antigua y cono-
cida enfermedad de la tinta y más recientemente 
con el chancro del castaño que provoca elevada 
mortalidad en el castaño. 
La enfermedad del castaño, es causada por el hon-
go Cryphonectria parasitica una enfermedad muy 
extendida, causando necrosis de ramas y troncos. 
En 1938 fue detectada por primera vez en Europa 
en Itália cerca de Genova, diseminándose rápida-
mente y a finales de la década de 1960 por la Euro-
pa Mediterranea. En 1989 es detectado en la región 
de Trás-os-Montes (EPPO; Flórez et al., 2001; Anas-
tácio y Pereira, 2001; Bragança et al., 2009). La enfer-
medad se encuentra dispersa en focos de mayor o 
menor extensión en Trás-os-Montes y con un grado 
variable de incidencia de la enfermedad (Gouveia 
et al., 2001). En Europa, C. parasitica es un organis-
mo de cuarentena que se encuentra en la lista A2 
de la EPPO.
 
Figura 1 - Localización de la parcela muestreada de Cryphonectria parasitica en 
Sergude 
  
Figura 1 - Localización de la parcela muestreada de Crypho-
nectria parasitica en Sergude 
La compatibilidad sexual en C. parasitica es con-
trolada por un único locus (MAT), que tiene dos 
idiomorfos MAT-1 y MAT-2. Estudios en poblacio-
nes de C. parasitica en Suiza, España, Macedonia y 
Grecia indican que el grupo que predomina es el 
MAT-1 sobre el MAT-2 (Aguín et al., 2008).
Algunas cepas de C. parasitca producen chancros 
superficiales causando poco o ningún daño en el 
árbol. Estos casos están asociados con la hipovi-
rulencia asociada con la presencia del hypovirus 
RNA de doble cadena. Por otro lado, están las ce-
pas que son virulentas de C. parasitica y que no pre-
sentan el virus dsRNA y causan la muerte de los 
árboles. La posibilidad de transmitir el virus para 
las cepas virulentas es un importante mecanismo 
de control biológico y depende de los grupos de 
compatibilidad vegetativa. La principal forma de 
trasmisión del hipovirus es por anastomosis de hi-
fas y puede también ocurrir por esporas de origen 
asexuado, los conidios. Las ascosporas sexuales no 
contienen el virus (Montenegro et al., 2008).
La micoflora existente en los árboles, la cual tiene 
diferentes tipos de hongos, constituye un ecosiste-
ma complejo y diversificado. Su acción perjudica o 
beneficia al castaño, depende de la respuesta de las 
interacciones que se establecen.
Los hongos son muy diversificados, tanto al nivel de 
estructura como a nivel funcional y adopta diferen-
tes estrategias tróficas, que pueden ser saprófitas, 
simbiontes, patogénicas o parasitas (Pereira, 2010).
El objetivo de este trabajo fue estudiar la estructu-
ra poblacional de C. parasítica presente en la parce-
la, la presencia de cepas hipovirulentas así como la 
micoflora epifítica y endofítica asociada a C. para-
sitica, para entender cómo es que estos influyen en 
la dispersión natural de la hypovirulencia que se 
verifico en esta parcela. 
Material e Métodos
En octubre del 2013 en el Norte de Portugal una 
parcela de castaños (Castanea sativa Mill.) fue mues-
treada debido a que la parcela presentaba chancros 
agresivos causados por C. parasitica y a la vez apa-
recían chancros curados sin haber habido inter-
vención por parte del hombre. La parcela estudia-
da se sitúa en Sergude, perteneciente a Felgueiras 
en la región del Minho. Concretamente se estudió 
la parcela de Sergude debido a que en el 2010 la 
parcela presentaba más del 75% de su población 
con presencia de chancros, durante 2012 a 2013 la 
enfermedad fue remitiendo y durante el 2014 la 
parcela presentaba una recuperación natural casi 
del 100% de los árboles enfermos.
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En cada árbol se realizó la anotación tanto de las 
características morfológicas del chancro como de 
las coordenadas geográficas del árbol. Anotando si 
el árbol presentaba un chancro curado o agresivo, 
si presentaba estructuras (picnidios o peritecas), el 
grado de severidad y si se procedía a la recogida 
de muestras (anotando el código asignado). Para 
estimar el grado de severidad del chancro, se esta-
bleció una escala de severidad de síntomas de 1 a 5 
para indicar el porcentaje del chancro del castaño 
que presentaba el árbol, donde 1 son árboles sanos 
o recuperados (todos los chancros presentes en el 
árbol están curados), 2 son árboles con presencia 
de un chancro, 3 son árboles con presencia de 2 
chancros, 4 son con más de 2 chancros de grandes 
dimensiones y 5 son árboles muertos.
Recogida de muestras, aislados y características
Las muestras fueron tomadas de la corteza de las 
extremidades de los chancros y de las proximida-
des de ellos, tanto de los chancros curados como de 
los agresivos. Se cogieron trozos de corteza entre 
los 5 y 10 cm2, fueron colocados individualmente 
en sacos debidamente identificados con el número 
de árbol y el código asignado para dicha muestra y 
almacenados hasta su utilización en el laboratorio. 
Se muestreo un total de 105 árboles.
Para el aislamiento de los hongos, primero cada 
muestra se cortó en fracciones más pequeñas, de 
aproximadamente 3 cm2 y se procedió a la desin-
fección superficial de cada muestra, utilizando 
para ello etanol al 70% durante 3 minutos y segui-
damente era pasado por la llama para quitar la hu-
medad y terminar de desinfectarlo, a continuación 
era depositado en papel absorbente esterilizado. 
Para el aislamiento de las muestras se utilizó me-
dio de cultura PDA (Potato Dextrose Agar). Una 
vez estaban todas las muestras desinfectadas y se-
cas, cada muestra se dividió en 5 trozos de aproxi-
madamente 0,5 cm2 y se colocaron en placas Petri 
(9 cm de diámetro) que contenían 20 ml de medio 
PDA y con su respectiva identificación. Las placas 
fueron incubadas a 25 ± 1˚C en oscuridad durante 
4 o 5 días con el fin de proporcionar el crecimiento 
del micelio. Cada trozo de madera desinfectado y 
puesto en placa Petri con PDA que desarrollo mi-
celio fue transferido un pequeño fragmento de mi-
celio a una nueva placa Petri (9 cm de diámetro) 
con 20 ml de medio PDA para obtener cultivo puro. 
En el caso que el trozo de micelio transferido fuera 
de C. parasitica, se incubaban a 25 ± 1˚C en oscuri-
dad durante 7 días y luego eran puestos a la luz del 
laboratorio durante 5 días para analizar el color y 
la presencia o ausencia de picnidios en las placas 
(Garbelotto et al., 1992). Considerándose como vi-
rulentas cuando presentaban micelio anaranjado/
castaño y con presencia de picnidios y posibles hi-
povirulentas cuando presentaban un micelio blan-
co y sin picnidios.
En cambio, cuando los hongos eran diferentes a C. 
parasitica el proceso era diferente, se realizaba una 
caracterización morfológica del hongo para estu-
diar el crecimiento y características morfológicas 
que presentaba. Anotando color, aspecto y tamaño 
del hongo al cabo de los 3 y 7 días a la oscuridad y 
luego a los 5 y 14 días a la luz, para la observación 
de los posibles cambios que podría tener en oscu-
ridad y en la luz.
Determinación de los grupos de compatibilidad 
vegetativa de C.parasitica
Se estudió la compatibilidad vegetativa de los ais-
lados de C. parasitica en la parcela mediante el pro-
cedimiento propuesto por Anagnostakis (1988) y 
adaptada por Bisseggeret et al. (1997) y Cortesi et al. 
(1998). Los aislados obtenidos de ambas parcelas se 
confrontaron con los 5 grupos de compatibilidad 
vegetativa europeos EU1, EU2, EU11, EU12 y EU66 
que se han descrito en Portugal. 
En este estudio se utilizaran placas Petri (9 cm de 
diámetro) el medio de cultivo utilizado fue PDA y 
cada placa fue dividía en 5 partes, colocando espo-
ras con la ayuda de un palillo esterilizado. Cada 
una de las placas Petri contenía el mismo aislado 
emparejado con los diferentes grupos de compa-
tibilidad vegetativa de referencia. Se sellaron con 
parafilm y se incubaron a 25 ± 1˚C en oscuridad du-
rante 7 días, seguidos de un período de exposición 
a la luz de laboratorio durante 5 días. Se observó 
a los 7 y 14 días las compatibilidades vegetativas. 
Los aislados se consideraron compatibles cuando 
los dos micelios se fusionaron completamente, 
mientras que los aislados son incompatibles cuan-
do se observó una barrera entre los dos micelios.
La diversidad de tipos de compatibilidad vegetati-
va se calculó mediante la relación S/N y el índice 
de diversidad de Shannon (H’= - Σ pi (ln pi), i = 1,...., 
S, donde pi es la frecuencia de cada tipo de com-
patibilidad vegetativa y S es el número de tipos de 
compatibilidad vegetativa).
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Extracción de DNA
Para la extracción de DNA los hongos fueron culti-
vados en placas con celofán. La extracción de DNA 
total de C. parasitica y de los hongos diferentes fue 
realizada utilizando el método de extracción tam-
pón SDS Lysis Buffer seguido del empleo de un kit 
comercial (DNeasy® Plant mini kit de Qiagen, Ca-
lifornia, EUA). 
La integridad del DNA se evaluó por electroforesis 
en tinas horizontales (BioRad) llenadas con tam-
pón 1x TAE, en gel de agarosa 0.8% (Promega, Ma-
dison, U.S.A). La separación electroforética fue re-
alizada con una diferencia de potencial de 80 V. El 
DNA fue visualizado bajo un transiluminador UV 
y observado con el sistema vídeo Eagle Eye II Still 
Vídeo System (Stratagene), utilizando el programa 
Eagle Sight 3.2 (Stratagene).
Identificación molecular de los hongos (ITS)
Para la identificación molecular de los hongos, pre-
viamente se realizó una extracción DNA. Los hon-
gos a los que se procedió a su identificación fueron 
los hongos diferentes encontrados en los castaño así 
como para la confirmación de C. parasitica, debido a 
que C. parasitica presentaba diferentes característi-
cas morfológicas (L1, L2, L3, L4 y estrellado). Para 
la identificación de los hongos se utilizó por PCR 
la amplificación de la región espaciador transcri-
to interno (ITS), empleando la pareja de cebadores 
específicos ITS1 (5´ - TCCGTAGGTGAACCTGCGG 
- 3´) y ITS4 (5´ - TCCTCCGCTTATTGATATGC - 3´) 
según el método descrito por White et al. (1990). La 
reacción fue realizada siguiendo las condiciones 
siguientes: desnaturalización inicial a 94˚C duran-
te 4 minutos, seguida de 40 ciclos que consistían en 
la desnaturalización a 94˚C durante 30 segundos, 
el anillamiento a 50˚C durante 1 minuto y extensi-
ón a 72˚C durante 1 minuto. Se incluyó una extensi-
ón final a 72˚C durante 10 minutos para completar 
los fragmentos de PCR que estuvieran incompletos 
y en proceso de extensión. Utilización de un con-
trol negativo (sin DNA) en cada PCR para detectar 
cualquier contaminación. 
Los productos amplificados se separaron mediante 
electroforesis en gel de agarosa al 1% en tampón 
TAE 1X, como se ha descrito anteriormente.
Para confirmar la identidad de los hongos detecta-
dos mediante PCR, los productos obtenidos fueron 
enviados para su secuenciación. Posteriormente, y 
con el objetivo de establecer la identidad de cada 
muestra, se realizó la comparación de cada una de 
las secuencias, mediante GenBank; BLAST (“Basic 
Local Alignment Search Tool”) con secuencias de-
positadas en la base de datos del NCBI (“National 
Center for Biotechnology Information”).
Mating-types
Se realizó el estudio del mating-type según lo des-
crito por Marra y Milgroom (1999, 2001) en los ais-
lados obtenidos de C. parasitica. El DNA del hongo 
fue extraído como se ha descrito anteriormente. Los 
Mating-types fueron identificados por reacción en 
cadena de la polimerasa (PCR) amplificación de los 
dos idiomorfos del locus MAT C. parasitica utilizan-
do los pares de cebadores M1-GS1 (5´ - GACATCA-
CAAGTCGGCTCCCACGAACA - 3´) y M1-GS2-rev 
(5´ - GTGCTTTGTGTCGTGTATTAATCGCCGC - 
3´) para MAT-1 y M2-GS2 (5´ - GGAAGTTGGGTC-
CAAAATATGGGTACAG - 3´) y Inv-A5n (5´ - TGA-
AAGCAGCCTTGATGTCGGCAGCCTT - 3´) para 
MAT-2. La PCR se realizó siguiendo condiciones 
siguientes: desnaturalización inicial a 94˚C duran-
te 4 minutos, seguida de 34 ciclos que consistían en 
la desnaturalización a 94˚C durante 30 segundos, 
el anillamiento a 66˚C durante 1 minuto y extensi-
ón a 72˚C durante 4 minuto. Se incluyó una exten-
sión final a 72˚C durante 4 minutos para completar 
los fragmentos de PCR que estuvieran incompletos 
y en proceso de extensión. Utilización de un con-
trol negativo (sin DNA) en cada PCR para detectar 
cualquier contaminación.
Los productos amplificados fueron separados en 
gel de agarosa al 1% en tampón TAE 1X, como se 
ha descrito anteriormente.
Hongos diferentes
El aislamiento de los hongos diferentes se obtuvo 
de las placas de los aislamientos de C. parasitica. 
Los cultivos puros de cada aislado se obtuvieron 
por cultivo del micelio en el mismo medio donde 
se realizó el aislamiento de los hongos. La identi-
ficación de todos los aislados fúngicos se confirmó 
molecularmente por amplificación PCR de la regi-
ón genómica ITS como se ha descrito anteriormen-
te. 
Resultados y discusión
La severidad del chancro causado por C. parasitica 
presente en los castaños fue clasificado con el gra-
do de severidad asignando del 1 al 5, donde 1 son 
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árboles sanos o curados y 5 son árboles muertos. 
Como se observa en la figura 2 el grado de seve-
ridad de la enfermedad presente en los castaños 
analizados varía entre 1 y 5. Los árboles analiza-
dos se observa que se ha producido una disminu-
ción del chancro del castañero causada por C. para-
sitica en los árboles afectados. Cuando se realizó el 
muestreo en octubre del 2013 36 árboles de los 105 
que tiene la parcela presentaban chancros curados 
o eran arboles sanos, de los cuales 23 árboles re-
presentan a árboles sanos. En la observación del 
2014 se observó que había más recuperación de ár-
boles presentando un total de 86 árboles curados 
de chancro o sanos del total, representando un 82% 
de recuperación en la parcela de Sergude.
 
 
Figura 2 - Grado de severidad (%) en los árboles en Sergude, en el muestreo de octubre 
del 2013 (severidad antes) y la observación del 2014 (severidad actual). 
  
Figura 2 - Grado de severidad (%) en los árboles en Sergude, en el muestreo de octubre del 2013 (severidad antes) y la obser-
vación del 2014 (severidad actual)
En el laboratorio con la ayuda de un microscopio 
óptico se realizó la observación de las muestras re-
cogidas en la parcela y se observó que solo había 
presencia de picnidios y en ningún caso se dio la 
presencia de peritecas. La mayoría de las muestras 
presentaban micelio.
Se recogieron un total de 99 muestras de las pro-
ximidades de los chancros tanto de los agresivos 
como de los curados. Se obtuvieron 141 aislados de 
hongos diferentes y 137 aislados de C. parasitica.
Los aislados de C. parasitica mostraban diferentes 
características morfológicas en cuanto a coloración, 
procediendo a separarlas por aspecto morfológico. 
Se dividió en 6 grupos morfológicos, asignando 
como L1 a los aislados que mostraban un micelio 
blanco y amarillo con ausencia de picnidios, L2 a 
los aislados que presentaban un micelio blanco y 
naranja con presencia de picnidios naranjas/rojos, 
L3 a los aislados que mostraban un micelio blanco 
y castaño con presencia de picnidios castaños, L4 
a los aislados que presentaban un micelio blanco y 
amarillo con presencia de picnidios amarillos, se 
le asigno como Blancos a los que mostraban un mi-
celio blanco con ausencia de picnidios y como Es-
trellados a los que presentaban un micelio blanco y 
castaño en forma irregular y con picnidios naran-
jas. Los grupos morfológicos que más abundaban 
son L2 y L4 con un total de 41 aislados cada uno, 
seguidos de L1 con un total de 25 aislados y L3 con 
24 aislados. En menor cantidad se encuentran los 
llamados Blancos y los Estrellados con un total de 
3 aislados cada uno. Del total de los aislados 65 
presentaban características típicas de los aislados 
virulentos (L2 y L3), 69 aislados presentaban ca-
racterísticas morfológicas intermedias (L1, L4 y Es-
trellado) y 3 aislados presentaron color blanco y fue-
ron considerados posibles hipovirulentos (Figura 3). 
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Figura 3 - Características morfológicas de los aislados de C. parasitica en Sergude. L1 
aislados con micelio blanco y amarillo con ausencia de picnidios, L2 aislados con 
micelio blanco y naranja con presencia de picnidios naranjas/rojos, L3 aislados con 
micelio blanco y castaño con presencia de picnidios castaños, L4 aislados con micelio 
blanco y amarillo con presencia de picnidos amarillos, Blanco aislados con micelio 
blanco con ausencia de picnidios y Estrellados aislados con micelio blanco y castaño en 
forma irregular y con picnidios naranjas.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3 - Características morfológicas de los aislados de C. parasitica en Sergude. L1 aislados con micelio blanco y amarillo 
con ausencia de picnidios, L2 aislados con micelio blanco y naranja con presencia de picnidios naranjas/rojos, L3 
aislados con micelio blanco y castaño con presencia de picnidios castaños, L4 aislados con micelio blanco y amarillo 
con presencia d  picnidos amarillos, Blanco aislados con micelio bl nc  con ausencia de picnidios y Estrellados 
aislados con micelio blanco y castaño en forma irregular y con picnidios naranjas. 
El índice de diversidad de Shannon de los gru-
pos de compatibilidad vegetativa encontrados en 
la parcela de Sergude fue de 1,090. Se determinó 
tres grupos de compatibilidades en la parcela es-
tudiada pero el 98% de los aislados pertenecían a 
un solo tipo, correspondiente a EU11, los otros dos 
aislados pertenecía al grupo EU12 y al EU66, con 
lo que la diversidad de la población de C. par sitica 
es prácticamente inexistente. En Europa sucede lo 
mismo, se encuentra una baja diversidad de gru-
pos de compatibilidad vegetativa. Según Cortesi et 
al. (1996) en Italia solo se encuentraran 20 grupos 
de compatibilidad vegetativa de 716 muestras es-
tudiadas y según Robin et al. (2000) en Francia se 
detectaron 30 grupos de compatibilidad vegetativa 
de 1113 muestras analizadas.
Al estudiar la estructura sexual de la parcela de 
estudio (un total de 30 aislados elegidos al azar), 
se observó que el tipo de apareamiento fue exclusi-
vamente MAT – 2. Los autores Hoeeger et al., 2000, 
Sotirovski et al., 2004 y Aguín et al., 2008 observan 
que muchas poblaciones europeas están domina-
das por uno de los tipos MAT, pero en Suiza, Mace-
donia, Grecia y España el tipo dominante es MAT 
– 1, no como en este caso que es del tipo MAT – 2.
Para aplicar con éxito técnicas de control biológico 
con cepas hipovirulentas es muy recomendable que 
sean del mismo tipo de compatibilidad vegetativa 
que las cepas virulentas y que las cepas virulentas 
presenten principalmente reproducción asexual 
(Aguín et al., 2008). En la parcela estudiada se cum-
ple la característica de mismo grupo de compati-
bilidad vegetativa, las cepas virulentas pertenecen 
al grupo EU11 excepto dos árboles que pertenecen 
a grupos diferentes, las posibles cepas hipoviru-
lentas también pertenecen al grupo EU11. La otra 
condición de presentar principalmente reproducci-
ón asexual se cumple, ya que lo analizado hasta el 
momento pertenece al grupo de apareamiento MAT 
– 2, con lo que la reproducción es principalmente 
asexual. Estos dos hechos podrían aclarar porque 
de forma natural en la parcela de estudio se observa 
tanta hipovirulencia. Según Anagnostakis (1988), 
para que la reproducción sexual juegue un papel 
importante la proporción de individuos MAT – 1 y 
MAT – 2 tiene que ser 1:1. Condición que no se cum-
ple en la parcela de estudio. 
La identidad de los hongos diferentes de C.parasitica 
presentes en los chancros fue obtenida por la se-
cuencia de la región ITS y se compararon con las 
270 Revista de Ciências Agrárias, 2015, 38(2): 264-274
secuencias publicadas en la base de datos del Gen-
Bank mediante un análisis BLAST. Los hongos 
hallados en los chancros del castaño se observan 
en la tabla 1.
Tabela 1 - Hongos encontrados en los chancros de los castaños que no son C. parasitica.
 
abla 1. Hongos enco trados en los chancros de los castañ s que no s n C. parasitica.  
 
Homología 
de los 
hongos 
Identidad 
nucleótidic
a % 
Secuenciación 
Bionectria 
ochroleuca 95 
ATGCTTAAGTTCAGCGGGTATTCCTACCTGATCTGAGGTCAACCTTGGAAAGTTGGGGGTTTAACGGCAGGGGCTCGTCGCTCTCCGATGCGGAATATCACTACTTCGC
AGAGGAGGCCACGACGGGTCCGCCACTAGATTTAGGGGCCGGCCGTCCCTCGCGGGCTTTGGCCGATCCCCAACACCACGCCCTAGGGGCATGAGGGTTGAAATGACG
CTCAGACAGGCATGCCCGCCAGAATACTGGCGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCT
TCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTTATTTATTTGTAAAAACTACTCAGAAGATTCCAAAATAAAACAAGAATTAAGTTTCCTAGGCGGGCGC
CTGATCCGGGGCACACGAGGCGCCCGGGGCAATCCCGCCGAAGCAACAGTAGGTATGTTCACATGGGTTTGGGAGTTGTAAACTCGGTAATGATCCCTCCGCAG 
Biscogniauxi
a 
mediterranea 
96 
CGAGGTCAACCAGTAAAAAAATAAATATAGGGGTTTTACGGCAAGACCTAGGCCGGCTGCAGAAGCGAGAGTGTGGTTACTACGCTTAGAGCACGACCTAGCTCCGCC
ACTATATTTGAGGAATTACGTCTCCGTAAACTCCCAACGTCAAGCAGATTAGGGCTTGGGGGTTGAAATGACGCTCGAACAGGCATGCCTGACAGAATACTATCAGGC
GCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAGCCAAGAGATCCGTTGTTGAA
AGTTTTAACTTGTTTATATAATAGACTCAGAGATACAGTTGTAAGACAGAGTTTAGGGGTCCTTTGACAGGTCTTTCAGCGTGGTGCGAGGCGGTGATCCCTTATAGCG
ATCACGCTACACACCACGACCTGCCAAGGCAACATAGGTAAGTTCACAGGGGTTTTGGAGTTTGTAATTAACTCGCTAATGATCCCTCCGCAGGTTCACCTACGGAA 
Botryosphae
ria corticola 99 
TTCCTCCGCTTATTGATATGCTTAAGTTCAGCGGGTATCCCTACCTGATCCGAGGTCAACCTTGAGAAAAGTTCAGAAGGTTCGTCCGGCGGGCGACGCCAGCCGCTCC
AAAGCGAGGTGTATTCTACTACGCTTGAGGGCTGGACAGCCACCGCCGAGGTCTTTGAGGCGCGTCCGCAGAGAGGACGGCGCCCAATACCAAGCAGAGCTTGAGGG
TTGTAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCCTCGGAATGCCAAGGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATT
TCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTAGTTTATTAACTTGTGTATCAGACGTCGACGTTTACTGACTGGAGTTTGAAGGTCCT
CTGGCGGAGGGCGCGCGAGGGGGGCGGGCCCTTTTCAGGGCCTCCCCTCGCGGCGAGAGCCGCCAAAGCAACAGAGGTATGTTCACAAAGGGTGGGAGGTAACGAGC
TCTCGCTCGTAGCACTCGGTAATGATCCTTCCGCAGGTTCACCTACGGAAG 
Cryptosporio
psis ericae 99 
TTATTGATATGCTTAAGTTCAGCGGGTATCCCTACCTGATCCGAGGTCAACCTTGATAAATTGGGGGTTGCTGGCCAGCATCCACCGGGCGTCTATAGCGAGAGTATGT
ACTACGCTTAGAGCCAGATGGCGCCGCCACTGATTTTAGGGCACACCGGGACCGGTGACGCCCAAGACCAAGCCGAGCTTGAGGGTTGTAATGACGCTCGAACAGGCA
TGCCCCCCGGAATACCAAGGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCA
GAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTAACTATTAGATAGTACTCAGACGACACTAACATTCAGGTTTGGGGATCCTCTGGCGGGCGCGCCCTAGCCGGAGCCAGG
GGCGGGACCGGGGCCCCGCGGCCCGCCAAAGCAACAAAGGTATAACGACACAGGGTGGGAGGTCTACCCAAAGGGCAGAGTCTCTGTAATGATCCCTCCGCAGGTTC 
Hypoxylon 
serpens 95 
GATCCGAGGTCAACCTATAAAAATTGGGGTGTTTTACGGCAGGGGACCGGCCCGCGCTACAGGCGACGTGTAAAAGCTACTACGTCTGGAGTGCGAACCGGCTCCGCC
ACTGACTTTGGGGAGCTACCAGAGAGTTCCGGTAGGCTCCTAACGCTAAGCAACAGGGGCTTAAGGGTTGAAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCACCAGAATACTAG
TGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCCGTTG
TTGAAAGTTTTAACTTATTTAGTTATATTTTCAGAAATTTAATGCTATAAAACAGAGTTTCGGGGGCCGTCGGCAGGGTCGTCTACCGGGTAAGATCCTACAGGGTAGG
TTCTTACGGGGCGAGACGCCACCTGCCGAGGCAACGCGAGGTATGTTCACATGGGTTTGGGAGTTTTGATAACTCTGTAATGATCCCTCCGCAGG 
Figura 4 - Porcentaje de árboles que presentan hongos diferentes de C. parasitica en los chancros de castaño. 
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Botryosphaeria corticola su amorfo Diplodia 
corticola produce “chancro del tronco del 
alcornoque” afectando más comúnmente al 
género Quercus. Esta descrito en Portugal (Junta de 
Andalucía, 2010; Tsopelas et al., 2010). 
Biscogniauxia mediterranea detectada por prime-
ra vez en Portugal en 1930, incide en varias especies 
forestales (Barbosa, 1958), principalmente en el gé-
nero Quercus, produce la enfermedad “del chancro 
carbonoso”. Es un ascomiceto. De acuerdo con la 
bibliografía el hongo puede actuar de forma sapro-
fita (Santos, 2003), endofítica presentando necrosis y 
Tab
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producción de estromas en la corteza de los ramos 
muertos o como patogénico (Jiménez et al., 2005). 
Bionectria ochroeleuca es un hongo ascomiceto 
de la clase Sordariomycetes. Según Chagas et al. 
(2010), puede ser utilizado como control biológi-
co de hongos fitopatogénicos, utilizando su forma 
anamorfa Clonostachys rosea que produce conidios 
unicelulares en dos formas distintas, penicilado y 
verticilado, siendo este un micoparasita destruc-
tivo contra algunos hongos fitopatogénicos, in-
cluyendo en este género Botrytis spp. 
Conclusiones
Los resultados muestran como la parcela de estu-
dio sin ninguna acción del hombre prácticamente 
se ha recuperado del chancro del castaño. Se des-
taca que EU11 es el grupo de compatibilidad vege-
tativa más abundante con un 98% de los aislados. 
La baja diversidad de los grupos de compatibilidad 
vegetativa y la dominancia de un solo grupo de 
compatibilidad vegetativa EU11 podría explicar la 
expresión en esa parcela de la hipovirulencia. En 
este estudió no se llega a explicar el motivo de la 
dispersión natural de la hipovirulencia y se debe-
ría estudiar las cepas hipovirulentas, como se com-
portan, si producen conidios y si son capaces de 
transmitir el virus.
Las posibles cepas hipovirulentas aisladas halla-
das en la parcela de estudio se deben confirmar 
por técnicas moleculares si presentar el virus sub-
tipo CHV1 que tiene mayor capacidad de dispersi-
ón que los otros subtipos hallados en Europa (Alle-
mann et al., 1999).
Para comprobar el efecto de los hongos diferentes 
encontrados en los chancros del castaño con res-
pecto a C. parasitica para ver si produce algún efec-
to inhibitorio de C. parasitica, se debe proceder a la 
realización de confrontaciones de los hongos dife-
rentes con C. parasitica y observar lo que sucede. 
Este trabajo se está realizando actualmente. 
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